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論文内容要旨
緒言
 δ一アミノレブリン・酸合成酵素はヘム合成系の律速酵素で,全ての組織で発現している非特異
 型酵素(ALAS-N)と赤血球でのみ発現している赤血球型酵素(ALAS-E)の2種のアイソザイ
 ムが存在する。特にALAS-Eはグロビンにヘムを供給することを目的に発現している高度な分
 化形質と考えられる。本研究では,ALAS-E遺伝子の発現調節機序を解析することにより,赤芽
 球分化の分子機序をヘムの合成誘導機序の面から理解することを試みた。そこで,第一にヘモグ
 ロビン(Hb)産生細胞への分化誘導が可能なヒト慢性骨髄性白血病由来細胞株であるYN-1細
 胞を用いて,ALAS-E遺伝子発現が赤芽球分化のなかで果たす役割について検討した。また第二
 としてヒトALAS-E遺伝子の5'発現調節領域の構造および機能について解析した。
 方法および結果
 1)ヒトALAS-EcDNAクローンの単離ラットALAS-EcDNAクローンをプローブとして,
 骨髄細胞由来cDNAライブラリーよりヒトALAS-EをコードするcDNAクローンを単離し,そ
 の5'側1kbの断片(pHF1),および286bpの断片(pH4g)をプローブとして以下の検討に用い
 た。
 2)YN-1細胞におけるALAS-Eの発現YN4細胞は分化誘導前よりγ一グロビンmRNAの
 強い発現が観察されたにもかかわらずHb染色の陽性率は5%以下であった。この場合ヘムの不
 足により充分なHbの合成がなされないのではないかとの仮説をたて,その検証のためにYN-1
 細胞にTGF一β1,Erythroiddifferentiatlonfactor(EDF),シトシンアラビノシド(Ara-C),
 ヘミンのそれぞれを添加しHb染色陽性率とALAS-Eおよびγ一グロビンmRNAの発現の様子に
 ついてRNAプロット法で検討した。その結果,TGF一β1,EDFを添加した際にはコンカレント
 コントロールと比較してALAS-EmRNA発現の著しい増加がみられた。またAra-Cを添加した
 際はALAS-EとALAS-NmRNA両者の強い発現誘導が観察されたが,この場合ウサギ抗ラット
 ALAS-N抗体を用いた免疫プロット法による検討でALAS-EおよびALAS-Nの蛋白量について
 も著しく増加していることが示された。従ってこれらの誘導物質を添加した際は,ALAS-Eない
 しはALAS-EとALAS-N両者の発現の誘導を介して大量のヘムの供給が可能となりHb産生細
 胞へと分化誘導されたものと考えられた。一方ヘミンを添加した場合には,ALAS-E,ALAS-
 NmRNAの両者とも発現量の増加がみられなかった。この場合には添加したヘミンそのものが
 ヘムの供給源として使われた可能性がある。これらの誘導物質を加えた際のHb染色陽性率はい
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 ずれも添加前もしくは誘導初期と比較し4倍から30倍程度増加していたがγ一グロビンmRNAレ
 ベルにはいずれも大きな変化はなかった。一方ウサギ抗HbF抗体を用いた免疫プロット法によ
 り誘導物質添加前後でのγ一グロビン蛋白量の変化を調べてみると,これらの誘導物質を添加後,
 著明な発現量の増加がみられた。従ってヘムの供給によりグロビンmRNAからグロビン蛋白へ
 の翻訳が誘導されたものと推察された。
 3)ヒトALAS-E遺伝子プロモーター領域の構造および機能ALAS-Eの発現調節機序をさ
 らに深く理解する目的でヒトALAS-E遺伝子の発現調節領域の解析を行なった。pHF1および
 pH4gクローンをプローブとして末梢血白血球および食道癌細胞由来の遺伝子ライブラリーをス
 クリーニングしヒトALAS-E遺伝子クローン!を単離した。第4エクソンを除く構造を明らかに
 したが,それはマウスおよびニワトリのALAS-E遺伝子の構造と非常に似ていることが示され
 た。次いでプライマー伸長法により転写開始点を決定し,その上流域の構造を決定した。その
 結果,転写開始点の上流130bpまでのプロモーター領域にGATA配列,CCAAT,CACCC,
 AP-1/NFE-2因子の結合配列など赤血球特異的な遺伝子発現に重要な働きを果たしているとすで
 に報告されているシス調節要素がクラスターを作って存在しており,この領域が本遺伝子の赤血
 球特異的発現の規定に重要な貢献をしていることが示唆された。次に本プロモーター領域の機能
 について検討するため転写開始点の5'上流LgKbの断片とCAT遺伝子との融合遺伝子pCAT-
 AEを作成し,マウス赤白血病(MEL)細胞およびHeLa細胞に,それぞれDEAEデキストラ
 ン法,リン酸カルシウム法を用いて遺伝子導入した。その結果,pCAT-AEをMEL細胞に導入
 したときには強いCAT活性が認められたが,一方HeLa細胞に導入した際には非常に弱いCAT
 活性しか認められなかった。従ってこのプロモーター領域を含む5'上流1、9Kbの部分に,本遺
 伝子の赤血球特異的な発現調節に重要である領域が含まれているものと考えられた。本研究では
 MEL細胞を分化誘導した際のALAS-E遺伝子の転写活性化を再現することができなかったので,
 今後はALAS週遺伝子の発現誘導におけるこれらのシス因子群の役割などについて検討可能な
 系を確立する必要がある。
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 審査結果の要旨
 δ一アミノレブリン酸合成酵素はヘム合成系の律速酵素である。本研究において,著者は特に
 赤血球にのみ発現している赤血球型δ一アミノレブリン酸合成酵素(ALAS-E)に着目し,ヘム
 生合成誘導機序の面から赤芽球分化の分子機構の解析を行なった。
 まず,ヒト白血病由来培養細胞株であるYN-1細胞の赤芽球分化機序について検討した。本細
 胞株では,分化誘導前よりグロビンmRNAの強い発現がみられるにもかかわらず,ヘモグロビ
 ン(Hb)の蓄積はみられず,これはヘムの供給が不足しているためであろうと考えられた。一
 方,YN4細胞にTGF一β1,シトシンアラビノシド,EDFなどの分化誘導物質を添加すると,
 Hb産生細胞数の著明な増加がみられるとともに,ALAS-Eの発現ないしはALAS-Eとそのアイ
 ソザイムである非特異型酵素(ALAS-N)の両者の発現がmRNA量でも蛋白量でも増加してい
 た。しかし,グロビンの発現には,これらの誘導物質を添加しても大きな変化はみられなかった。
 著者は,これらの結果から,YN-1細胞においては,誘導物質添加後ALAS-Eの発現誘導ないし
 はALAS-EとALAS-Nの両者の発現誘導を介してヘム供給量が増加し,その結果十分量のHb
 が合成されるに至ったものと結論している。
 次に,著者はヒトALAS-E遺伝子の発現調節領域の解析を行なった。その結果,興味深いこ
 とに,そのプロモーター領域にGATA配列,CCAAT配列,CACCC配列,AP-1/NF-E2因子結
 合配列などのシス因子群が存在することが見出された。これらのシス因子は今までに,グロビン
 をはじめとする赤血球系細胞において特異的に発現される遺伝子の発現調節領域に多く見出され,
 それら遺伝子の発現に重要な働きをしていると報告されているものである。さらに,著者はマウ
 ス赤白血病細胞および,HeLa細胞を用いたCATアッセイ実験を行ない,このプロモーターを
 含む領域が実際にヒトALAS-E遺伝子の赤血球特異的な発現に重要であることを実証している。
 以上のように,本研究は,ヒト白血病細胞における赤芽球分化とALAS-E遺伝子発現との関
 連性を検討し,さらにALAS-E遺伝子発現調節領域の解析を行うことによって,赤芽球分化機
 序の解明に寄与する重要な知見をもたらしたものである。従って,学位授与に十分値するもので
 あると考えられる。
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